lu / 505 1 4 9 

PCT/DE UO / UU3a^ 



BUNDES0EPUBLIK DEUTSCflLAND 



20 AUG 2004 





Prioritatsbescheinigung iiber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 



Anmeldetag: 



102 08 188.3 



20. Februar 2002 



PRIORITY DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH 
RULE 17.1(a) OR (b) 



Anmelder/lnhaber: 



amaxa GmbH, Kdln/DE 



Bezeichnung: 



Behditer mit zumindest einer Elektrode 



IPC: 



C 12 M und C 12 N 



Die angehefteten StUcke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
spriinglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 




MUnchen, den 27. Marz 2003 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der Prasident 
In^ Auftrag 




BEST WAILABLC COPY 



li^jl^li 



Anmetden amaxa Gmb^ffoln 
Vertreten Patentanwalt Dn Alvaro Remus 
Titel: Behaiter mit mindestens einer Elektrode 



Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Behalter 20 zur Aufnahme eIner wassrigen Ldsung, 
5 weloher zumlndest teilwels© von einer SuBeren Begrenzuhg 21 geblldet ist, der 
einen Innenraum 22 zur Aufnahme der LSsung blldet. und weloher mindestens 
einen Berelch aufwelst, der belm Aniegen einer elelrtrischen Spannung und 
einer anschlieBenden Entladung als Elektrode 25, ?6 dient. wobel mindestens 
eine Elektrode 25, 26 aus einem leitfahigen Kunststoffmaterlal besteht, das 
10 zumlndest auf eInem Kunststoff betslert. der mit rtilndestens einem leitfahigen 
Stoff dotiert ist. Hletdurch wurde ein Behalter 20 der eingangs genannten Art 
geschaffen. der einfach und kostengOnstig herzustellen ist und darQber hinaus 
beispielswelse eIne efflziente Transfektion von lebenden Zelien mittels 
Elektropbration oder eIne effekCve Elektrof usion ennogiicht. (Fig. 1 2) 
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Anmelden amaxa GmbH. Koln 
Vertreten Patentanwait Dr. Alvaro Remus 
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Behalter mit zumindest einer Elektrode 

Die Erflndung betrlfft elnen Behalter zur Aufnahme elner wassrigen Losung, 
und insbesondere von Zellen. Zellderivaten, subzellularen Partikein und/oder 
Veslkeln, welcher zumindest tellweise von einer auBeren Begrenzung geblldet 
1st, die einen Innenraum zur Aufnahme der Losung bildet, und welcher 
mindestens einen Bereich aufweist. der beim .Aniegen einer elektrlschen 
Spannung und e'mer anschiieBenden Entladung als Elektrode dient 



Das Einbringen biologfsch aktlver Molekule, wie beisplelsweise DNA. RNA Oder 
Protelne, in lebende ,Zellen stellt ein wichtiges Instrument zur Untersuchung 
biologischer Funktionen dieser Molekule dar. EIne beyorzugte Methode zum 
Einbringen von Fremdmolekulen In die Zellen 1st dabel die Elektroporatlon, 

15 welche im Gegensatz zu chemischen Methoden geringere unerwunschte 
Ver^derungen der biologischen ^ruktur und FunkUonen der Zielzelle bewirkt 
Bei der Elektroporatiori werden die Fremdmolekule aus einer wassrigen 
Ldsung» vorzugsweise einer an die Zellen angepassten PufferlOsung oder 
einem Zelfkulturmedium^ duroh einen kurzzeitigen Stromfluss, d.h. den Puis 

20 eines sich entiadenden Kondensator^, In die Zellen eingebracht, wobei durch 
die Wirkung der kurzen elektrlschen Pulse die Zellmembran fOr die 
FremdmoiekQIe durchlassig gemacht wird. Die Losung bzw. Zellsuspension 
befindet sich dabei haufig in einer sogenannten KQvette, d.h. ernem schmalen, 
nach obeh offenen Gef§B, die in der Nahe ihres Bodens zwei 

25 gegehQberliegende, parallele Elektroden in den Seitenwanden aufweist welche 
zum Anlegen de.r elektrlschen Spannung dienen. Durch die kurzzeitig 
entstehenden „Poren" in der Zellmembran gelangen die biofogisch aktiven 
Molekule zunachst in das Zytoplasma, in dem sie ggf. bereits ihre zu 
untersuchende Funktion ausuben konnen, und daraufhin unter bestimmten 

30 Bedingungen auch in den Zellkern* Insbesondere beim Einbringen von DNA in 
tierische Zellen, der sogenannten Transfektion, entstehen aber haufig aufgrund 
der Labilitat der Zellen besondere Prpbleme bei der Eiektroporatton, da die 
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Oberlebensrate der Zellen als wichtiger Parameter die Effizienz d^r 
Transfektion beeinflusst 

Durch das kurzzeitige Aniegen eines starken elektrischen Feldes, d.h. eines 
5 kurzen Pulses mit hoher Stromdichte, konnen darOber hinaus auch Zellen, 
Zellderivate, subzellulare ParMke) und/oder Vesikel fuslonlart werden, Bel dieser 
sogenannten Elektrofuscon werden die Zellen belspielsweise zunachst durch 
eln Inhomogenes elektrisches Wechselfeld in engen Membrankontakt gebracht 
Durch das anschlieBende Aniegen eines elektrischen Feldpulses kommt es 
10 dann zur Interaktlon von Membrantellen, die schlieBlich zur Fusion fOhrt FOr die 
Eiektrofusion konnen dabei vergleichbare apparative Vorrichtungen verwendet 
werden, wie fur die Elektroporatlon. 

Behditer der eingangs genannten Art sind bekannt und werden vor allem bei 

15 der Elektroporation oder Eiektrofusion in Form von KQvetten mit eingelegten 
Elektroden aus Metall eingesetzt. Die fur diesen Zweck verwendeten Behalter 
sind meist schmate» nach unten geschlossene und naoh oben offene GefaBe, 
deren innenraum aus jeweiis zwei Paaren parallel, und gegenuberiiegend 
angeofdneter Seltenwande gelDildet wird, Der Innenraum dient dabei der 

20 . Aufnahme der Zellsuspension, d.h. in der Regel einer wassrigen Pufferlosung 
Oder eines Zeilkulturmediums, in dem die zu behandelnden Zelien suspendlert 
sind. Zum Aniegen einer elektrischen Spannung weisen solclie KQvetten 
zumeist im unteren Bereich eines Paares gegenuberiiegender Seitenwande ein 
Eiektrodenpaar aut Bei einer elektrischen Entladung flieBt zwischen den 

25 beiden Elektroden ein eiektrischer Strom durch die Zellsuspension, der einen 
Transport der Nukljeinsauren oder anderer Molekule in die Zellen bewirkt oder. 
je nach den gewahlten Bedingungen zur Zellfusion fuhrt. Die Elektroden 
bestehen dabei zumeist aus Metall, wobei hSufig Aluminium ven^endet wird. 
Diese bekannten, handeisublichen KQvetten haben aber den Nachteil, dass bei 

30 der elektrischen Entladung Metall-lonen in die Pufferlosung abgegeben warden, 
die in geringer Konzentratton zu einer unenAfQnschten Stimulierung der Zellen 
fuhren konnen und in hOherer Konzentration toxisch auf die Zellen yvirken. So 
konnte beispielsweiSQ bei der Ven/vendung von Aluminiurh-KQvetteh ein 
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negativer Effekt durch die Frelsetzuhg von .Al^-Ionen nachgewlesen werden 
(Loomis-Husselbee et al., Biochem J 1991. 277 (Pt 3). 883 - 885). DarOber' 
hinaus kann es bei der Verwendung von Kuvetten mit Metallelektroden zur 
Blldung von unefwunschten PrSzlpitaten kommen. die ebenfalls aufgrund der 
5 ' Frelsetzung von MetalHonen aus den Elektroden geWldet werden. Dabel kann 
es sioh megllchenweise urn Metallhydroxyde oder Komplexe von MetalMonen 

m biologischeh MakromolekQlen aus der PufferiSsung handein (StapuUon.s. 

Bloelectrochem' Bioenerg 1999, 48(1). 249 ~ 254). Aluminlum-KQvetten haben 

schHeBlich auch den Nachtell. dass der Widerstand in der KQvette wahrend der 
10 Entladung abslnkt. vermutlich weil .eine Schlcht aus oxidiertem Aluminium mit 

hSherem Widerstand duroh den Stromfluss von der Elektrode abgelost wird. 

KQvetten mrt Metallelektroden sind zudem schwierig herzustellen und daher. 

sehr teuer. 

15" Aus der US 6,001 .617 ist eine Vomchtung zur Kultlvlerung von Zellen bekannt. 
• die gleichzeitig zur Elektroporation oder Elektrofusion von Zellen verwendet 
vyerden kann. Die Vorrichtung besteht aus einem runden BehSlter. der elnen 
optisch transparenten Boden aufweist. auf dem eine Zellschicht anh^n und 
wachsen kann. Der Boden des Behaltera kann dabel aus einem opSsch 
20 transparenten. nicht leitfahigen IVIaterial bestehen, das mit einem elektrlsch 
leitfahigen Material beschichtet Ist. oder vollstSndig aus .einem optisch 
transparenten und elektrlsch leitfahigen Material hergestellt s^n. Der elektrisch 
ieitfahige Boden wild flber eine Im Wandbereich umlaufertde. bandformlge 
Elektrode aus Metall konfaktiert Als GegeneleWrode ist ebenfalls elh ringfSrmig 
25 umlaufendes Band vorgesehen. DIese bekannte Vonichtung hat zunachst den 
Nachteil. dass sie vor allem fur die Eieklroporatlon von adharenten Zellen 
vorgesehen und geeignet ist. Eine Transfekdon von suSpendlerten Zellen Ist 
. hierrfiit nur sehr eingeschrdnkt und mit gerlnger EfRzienz mogltah. Aufgmnd der 
ringfdrmigen. umlaufenden KontakBerung der Bodenelektrode und der ebenfalls 
30. im Wandberekjh umlaufenden Gegeneleklrode kann kein homogenea 
elektrisches FeW erzeugt werden. so dass keine gleichmaSige Transfektion 
ailer Zellen mdglich Ist DIeser Effekt' wird noch dadurch verstarkt. dass die 
venwendeten Intrinslsch leitenden Kunstetoffe als dQnne Beschlchtung einen 
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hohen WIderstand aufweisen. so dass die Im Zentrum der Bodenfiache 
anhaftenden Zellen nur mit sehr geringer Effizienz transflziert werden.konnen. 
Aufgrund seines kompiexen Aufbaus und der Tatsache. dass die verwendeten 
. .ntrinsisch leitenden Kunststoffe nlcht spritzfaWg sind. 1^ der bekartnte Behalter 
5 darOberhinausauchsehrteuerinderHerstsllung. 

Der Erflndung llegt daher die Aufg^ibe zugrurtde, einen Behalter der eingar^gs 
genannten Art zu schaffen. welcher die bestehenden Nachteile vermeidet, ' 
einfach und koslengQnstIg herzustellen isl und darQber hinaus eine effizlente 
10 B^handlung von Zelten. Zellderlvaten, subzellulSren Partikeln und/oder 
Veslkeln mit elektrischem Strom ermSglicht. 

ErflndungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelSst. dass mlndestens eine 
Elektrode aus einem leitfahlgen Kunststoffmaterial besteht. das zumlndest auf 

15 elnem Ku'nststoff basiert, der mit mindestens einem leitfahigen Stoff dotiert ist. 
■ Durch die Ven«/endung eines ieitfahigen Kunststoffmaterials aus dotiertsm 
Kunststoff wird eine Freisetzung von Metall-lonen vermieden, so dass toxische 
Effekte beispielsweise auf lebende . Zeilen. wie beisplelswelse bei der 
Freisetzung von Al'Nonen. vermieden werden. Hierdurch kann auch die 

20 medizinischeKompatibilitat der entstehendenProdukteerhOht werden, so dass 

beispielsweise die mogliche Venwendung von transflzierten prlmaren Zellen zMr 
ex vivo - Gentlierapie posltiv beelnflusst wird. Durch die Dotterung des 
Kunststoffs mit leitfahigen Stoffen konnte bel der Entladung ein Stromfluss 
zwischen den beiden Eiektroden erreicht werden. der. dem Stromfluss bel 

25 herkemmllchen KQvetten mit Metailelektroden entspricht. Es hat sich ferner 
QbenaschendenA/else herausgestellt. dass bei den venwendeten dotierten 
Kunslstoffen bel der Elektroporation in Bezug auf die TransfekBonseffizlenzen 
vefbesserte Ergebniss4 gegenOber der Venwendung von beispielsweise 
KOvBtlen mit Aluminiumelektroden erzielt werden kSnnen. Dabei ist durch die 

30- Venneldung der toxischen Effekte durch das Frelsetzen von Metail-lonen das 
Verhaltnis von TransfekHonseiffizlenz zu Mortalltat der Zellen deutlich 
verbessert EIn welterer Vortell der erflndungsgemaSen Behalter liegt darin, 
dass sich bei der elektrischen Entladung keine Prazipitate in der Ldsung bllden. 
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die an den Zellen anhaften . und bei der welteren Untersuchung bzw. 
Verwendung der transfizierten Zellen storend wirken kSnnen. Bn weiterer 
Vortei! der erfindungsgemaBen Behalter liegt offenbar auch darin, dass die 
venA/ehdeten Elektroden aus dotiertem Kunststoff wentger von der verwendeten 
5 Puffertosiing beeinflusst werden. Es hat sich namlich herausgestellt, dass sich 
bel der Verwendung von Aluminlum-KOvetten bei der Verwendung von 
• phospiiatlialtigen Puffern ohne Chlorid Im Verlauf der Entladung ein sehr hdher 
Widerstand an der Elektrodenoberflache aufbaut, der bel ^ glelchem 
Anfangsstrom zu einem drastlschen Abfallen / des Stromflusfies fOhit 
10 Obemaschendenveise .lsjt dies bei der Verwendung der erfindungsgemaBen 
Behalter bzw. Etektroden nicht der Fall. Die erfindungsgemaBen Behalter 
verhalten sich also nur entspreohend der Leitfahigkeit der Ldsuhg und werden, 
ansonsten von den venA^endeten Puffern nicht nachteillg beeinflusst. Da dotierte 
Kunststbffe im Gegensatz zu intrinsisch leitenden Kunststoffen sptltzfdhig sind, 
15 kdnnen die erfindungsgemaBen BehSlter im 2-Komponenten-Spritzguss in einer 
Form gespritzt werden, so dass sie sehr einfach und kpstengOnstig herzustellen 
sind. 

i • 

Es hat sich im Hinblick auf die LeltfShigkeit des^ Kunststoffmateriais als 
20 besoriders vorteilhaft herausgestellt, wenn die Dotlerung aus Kohlefasern, 
. Graphit, RuS, Kohlenstoffnanotubes und/oder einem intrinsisch leitenden 
Kunststoff besteht Die Dotierung sollte dabei in dem Kunststoff in einer 
Konzentration zwischien Insgesamt 10 und 80 Gew,-% vorliegen. Unterhalb von 
10 % ist die Leitfahigkeit des Kunststoffmateriais nicht mehr ausrelchend, 
25 wahrend oberhaib von 80 % die Spritzbarkeit des Kunst^toffs zu stark. 
beeintrSchtlgt wird. Fur die Verwendung der erfindungsgemaBen Behalter bei 
der Elektropdration oder Elektrofusion von Zellen, Zellderivaten, subzeilularen 
Parlikein und/oder Yesikein hat sich In Bezug auf die Leitfahigkeit eln Antell der 
Dotierung von insgesamt 20 - 60 Gew.-% als besonders vorteilhaft erwiesen. 

30 

, fn Bezug auf die Spritzfahigkeit des Kunststoffmateriais hat es sich als 
besonders vorteilhaft herausgestellt, wenn der Kunststoff Polycarbonat, 
Polyetheretherketon, Polypropylen, Polyamid, Polyphenylensulfid oder elh 
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jQemlsch dieser Polymere ist Oder zumlndest auf einem oder mehreren dleser 
Polymere basiert und/oder wenn der Kun^tstoff eln Intrinslsch leitender 
Kunststoff ist. 

5 Falls der Kunststoff semerseits mit einem intrinslsch leitenden Kunststoff dotiert 
1st und/oder aus intrinslsch leitendem Kunststoff besteht, ist in vortellhafter 
Ausgestaltung der Erflndung vorgesehen, dass der intrinslsch leitende 
Kunststoff ein Polyanilin, Polyacethylen, Poly-para-phenylen, Poly-para- 
phenylensulfid, Polypyrrol, Polythiophen, Polypropylen oder ahnilbhes ist oder 
10 zumindest auf einem oder mehreren dieser Polymere basiert 

^^^^^ In welterer vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dass die 

Sjj^P auBere Begrenzung aus Kunstetoff, vorzugsweise transparentem Kunststoff, 

gebildet ist, da somrt eine einfache und kostengQnstige Herstellung des 
15 gesamten Behajters im Spritzgussverfahren mdgllch ist Dabei kann es 
vorteilhaft sein, dass die Begrenzung aus dem gleichen Kunststoff besteht, auf 
dem auch die zumindest eine Elektrode. basiert. Bei dieseh Ausgestaltung 
konneh sich Vdrtelle bel der Verarbeitung des Kunststoffmaterials im . 2- 
Komponenten-SprttzguB ergeben. HIerdurclil wird einerselts die Herstellung 
20 vereinfacht ijnd andererselts eine Reduzierung der Herstellungskosten erreicht 
Fur besondere Anwendungen kann die auBere Begrenzung. aber auch aus 
anderen Materialien bestehen. . 

In besonders vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung ist ferner vorgesehen, 
25 dass die zumindest eine Elektrode in die ^^uBere Begrenzung Integriert ist, so 
. dass der Behalter in feiner Form gesprltzt warden kann. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung Ist vorgesehen, dass der 
Behaher zumindest zwel Elektroden aufweist, die aus dem gleichen Material 
30 bestehen. Bei den meisten Anwendungen werden Behalter bzw. Kuvetten 
venwendel, die zwei gegenQberliegende, parallel angeordnete Elektroden aus 
• identlschem Material aulWelsen. DIese belden Elektroden werden auf geeignete 
Weise kontakliert und so an eirle an die jeweiligen Anforderungen angepasste 
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Spannungsquelle angeschlossen. In besonderen Fallen kann es aber auch voh 
Vorteil sefn, wenn zumindest zwei Elektroden aus unterschledlichen Materialien 
bestehen. Dabei kann beispielsweise die Anode oder die Katode aus dem 
dotierten K.unststoff bestehen, wahrend die jeweHlge Gegenelektrode aus 
5 einem anderen Material, beispielsweise Edelstahl oder elnem intrinslsch 
leitenden Kunststoff, besteht. 

Als besonders vorteilhaft fur die Transfektlon von Jebenden Zellen haben sioh 
die dehalter nDit Elektroden aus einem leitfahlgen KunstBtoffmateriai gemaB 
10 einem der Anspruche 11 bis 15 erwiesen. Diese Beh^Rer verefinen erne hohe 
Leitfahfgkelt mit leichter Verarbeltbarkelt des Elektrodenmaterials. 

Die erfindungsgerndBen Behalter eignen sich in besonders vorteiihafter Weise 
aucii zur Vennfendung in Form von Behalteranordnungen bestehend aus 

15 wenigstens 2, vorzugsweise 6, 12, 24, 48, 96 oder mehr, zu einer Einhett 

■ 

verbundenen Behaltern, d.ii. sogenannten ^multf-welis'*. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung liegt darin, dass die erfindun^sgemaBen 
BeliSlter oder Behalteranordnungen in einem Verfahren hergestellt werden 

20 konnen, bei dem der Behalter oder die Behalteranordnung im 2-Komponenten- 
SpritzguB hergestellt werden kann, wobei zunachst die auBere Begrenzung mIt 
. mlndestens einem ausgesparten Fenster gespritzt wird und anschiieBend 
zumindest in das mindestens eine Fenster das leitfahlge Kunststoffmaterial aus 
dotiertem Kunststoff eingespritzt wird, oder wobei zunaohst die mindestens eine 

25 Elektrode aus dem dotierten Kunststoff gespritzt wird und anschiieBend urn die 
mindestens eine Elektrode herum die auBere Begrenzung gespritzt wird. Im* 
Gegensatz zur Herstellung von Behaltern bzw. KQvetten mft Metall-Eiektroden, 
bei. denen die Elektroden vor oder nach dem Spritzen der Behditer manueil 
Oder maschinell in die gespritzten Rahmen bzw. Fdrmen emgelegt werden 

30 mQssen, ist erfindungsgemaB ein sehr einfaches und kostengQnstiges 
Herstellungsverfahren mogllch. Die erfindungsgem&Ben Behalter oder 
Behalteranordnungen kOnnen in einer Form In zwei Sohritten gespritzt werden, 
so dass sie hinsichtlich der l-(erstellungskosten deutllch unterhalb der 
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herkemmlichen Kosten fQr KQVfetten fOr die ElektroporaUon Oder BektrofU8iO|n 

Uegen. - , ^ • • . 

• Die erflndungsgemaBen Behalter Oder Behaweranordnungen eighen sich in 
5 besonders vortellhafter Weise fflr die Verwendung in Verfahren zur Behandlung 

von Zeilen. Zellderivaten. subzelluiaren Pattikein und/oder Vesikein m.t 
. eleKtrtschem S^om. Irtsbesondere zur Eiektroporation oder Elektrofuslon. be,. 

denen die Zellen, Zellderlvate. subzellulSren Partikel und/cder Vesikel zunachst 

■m den Innenraum zumindest eines Behaiters oder zumindest eines Behalters 
■10 ■ einer Behalteranordhung QberfQhrt warden, wobei der Behalter mindestens erne 

Elelclrode aus dam dotierfcen Kunststoff aufwelst, sowie zumindest eine weitere 
■ Elektrode vorgesehen ist. und dann eine elektrische Spannung an die 

Elektroden angelegt und eln Stromfluss im Innenraum des Bei^Slters erzeugt 

wirti. Dabei kann der elektrische Strom eine Stromdlchte von bis zu 120 A/cm , 
•15 vorzugsWeise 80 A/cm^ erreichen. Die Zellen, Zellderlvate, subzellularen 

Partikel und/oder Vesikel konnen dabei In suspendierter Fonn, adhftrent oder In 

sonsfiger immobilisierter Fomi eingesetzt werden. 

Die erflndungsgemaBen Behalter oder Behaiter&nordnungen eignen sich also 
20' neben ahderen denkbaren .Anwendungen belsplelswelse fOr die 
Eiektroporation. d.h. Verfahren zum Einbringen von biologisch akdven 
IVIoleKQlen in lebende Zellen mittels elektrischen Strpms, wofaei biologisch 
akeve MolekQIe. insbesondere NukleinsSuren. In der L6suhg.gel6st sind und 
beisplelswelse durch elnen Spannungspuls mlt einer Feldstaitce von 2 bis 10 
25 kvW und einer bauer von 10 bis 200 pi^ ein Einbringen dieser biologisch 
akaven MolekQIe In die Zellen erreicht Wiitl. Auf diesen Spannungspuls kann bel 
besonderen Anwendungen belsplelswelse ein ohne Unterbrechung folgender 
Stromfluss mlt einer Stromdlchte von 2 bis 14 A/cm^ vorzugswelse 5 A/cm , 
und einer Dauer von 1 - 100 ms. vorzugswelse 50 ms, fplgen. Die Zellen 
30 kdnnen dabei beispielsweise in Suspension oder In Fomri einer adharenten 
Zellschldnt venwendet wenien. 



XG3 Nr: 108620 von NVS:FAXG3.l0.0201/0 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (SeSte 14 von 43) 
turn 20.02.02 1 9:40 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) (ibemahm Sendeauftrag 
treff: 43 Selte(n) empfangen 



9 



Die erfindungsgem&Ben BehSlter Oder Behateranordnungen eignen sich 
daruber hinaus boispieJsweise ^uch fOr die Bektrofusion, d.h. Verfahren zur 
Fusion von Zelten. ZelWerivalen. subzeHularen Pardkeln und/oder Vesikeln 
mittels elektrischen Stroms. bei dem belspieteweise die Zellen. Zellderivate, . 

5 subzellulSren Partikel und/oder Vfesikel zunSchst In zweckmaBlger Dichte .n 
einer wSssrigen Losung suspendlert warden, die Suspension anschlieSend in 
zumindest einen Behatter oder eine Behalterariordnung gemaB . der 
vorliegenden Erfindung OberfOhrt wird, und schlieBlich eine eiektrische 
Spannung an die Elektroden angelegt und ein Stromfluss durcii die Suspension 
10 erzeugt wird. Altemafiv konnen beispielsweise auch adh^rente Zellen, 

' Zellderivate, subzellulate Partikel und/oder Vesikel oder aber auch 
. i^ispielsweise adharente Zellen mit suspendierten Zellen. Zeliderivaten, 
subzelluiaren ParUkeln oder Vesikeln fusioniert werden. 

15 Die Erfindung wird im weiteren anhand der Rgurennahereriautert 
Eszeigt . : 

Rgur 1 ' eine perspekMvische Darsteiiung einer V^rsuchsanordnung zur 
20 Demonstration der vorliegenden Erfindung, 

Rgur 2 Stromveriaufe von elektrischen Entfadungen bel Venwendung von 
erflndungsgemasen Elektroden aus f^olycarbonat mit 20 % 
Kohlefasem und 15. % Graphit (PC+CF+Gr mit einer 
25 Elektrodendicke von 1 .65 mm> im Vergleich zur Venwendung von 

Aluitilnium-Eieklroden • Jewells mit zwel uriterschiedlichen 
. Pufferiosungen (Losung A: 100 mM Natriumphosphat, pH 7,1 und 
25 mM Kallumchlorid; Losung B: 140 mM Natriumpliosphat, pH 
7,1 ; Ordinate: Strom. .1 A pro Kastchen; Abszisse: Zelt. 10 ms pro. 
30 Kastehen), 
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10 . . 

FiaurS eJne perspekllvische Darstellung 'elner gegenQber FIgur 1 

Kupferdrahten, 

5 Rour4 stromveriaufe von elektrlschen Entladungen bei Verwendung von 

" • Elektroden aus Polycarfaonat mrt . 20 "/o Kohlefasern 

(Elektrodendlcke 2 mm) for elne Versuchsanordnung gemaB Rgur 

1 (a) und Rgur 3 (b). Ordinate: Strom. 1 A pro Kastchen und 
Abszlsse: Zelt 10 ms pro Kastchen, 

FSgurS Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
CHO-Zellen (Chinesische Hamster-Ovarzelien) bei Verwendung 
' untsrsobiedlicher erfindungsgemaSer Kunststoif-Elektroden Im 
Vergleich zu Aluminium-Elektroden. a) Anzahl transfizierter Zellen 
pro 25000 Zelien. b) Prozentualer Anteii von mtt Propldlumjodid 
angefarbten toten Zeilen. PC/CF/Gr » Polycarbonat + 20 % 
Kohiefasem. + 15 % Graphit mit einer Eiektrodendicke von 1.65 
mm, PEEK/CF = Polyetheretherketon + 40 % Kohiefasem mit 
einer Elei^trodendicke von 1 mm, 

Rgur 6 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
HL-eO^Zellen (Humane Lymphomzellen) bei Venwendung • 
.. unterschiedlicher erfindungsgemaeer Kunststoff-EleWroden Im 
Vergleich zu Aluminium-Elektroden. a) Anzahl transfizierter Zellen 
pro 15000 Zellen, b) Prozentualer Antell von mit Propidiumjodid 
angefarbten toten Zellen. PC/CF/Gr = Polycarbonat + 20 % 
Kohlefasern + 15 % Graphit mit elner Eiektrodendicke von 1,65 
mm. PEEK/CF = Polyetheretherketon .+ 40 % Kohiefasem mit 
elner Eiektrodendicke von 1 mm, 

Rgur 7 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
Jurkat-Zellen (Humane T-Zellllnie). bei Venwendung erfindungs- 
gemaeer Kunststoff-Elektroden Im Vergleich zu Alumlnlum- 



20 




25 



30 
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Elektroden, a) Anzahl transfizierter Zellen pro 25000 Zellen, b) 
Prbzentualer Antei! von mit Propldlumjodid angefarbten toten 
Zellen, PA/CF = Polyamid 66 + 30 % Kohlefasern mit einer 
Elektrodendicke von 1 mm; 

5 

Figur 8 Diagramme elner durchfluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
HUVECTZeilen (Humane Nabelschnurvenen-?EndothelzeIlen) bei 
Verwendung erflndungsgemaBer Kunststoff-Elektroden Im 
Vergletch zu Aiuminium-Elektroden, a) Anz^l transfizierter ZeKen 
10 pro 15000 Zellen, b) Prozentualer Anteii von mit Propidiumjodid 

angefarbten toten Zellen, PPS/GF = Polyphenylensulfid + 40 % 
Kohlefasern, 

FIgurS mikfdskopische Aufnahnrien von CHO-Zellkulturert (CHO « 
.15 Ghihesjsche Hamster-Ovarzellen) 2 Tage nach elner 

Elektroporation mit a) Aluminium-Elektroden und b) Elektroden 
aus Polyphenylensulfid + 40 % Kohlefasern, 

Figur 10 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von HUVEC- 
20 Zellen 0^umane Nabelschnurvenen-Endothelzellen) nach 

Inkubation In unterschiedHch behandelten LSsungen, a) Anzahl 
der mit Propidiumjodid gefarbten toten Zellen; b). Anzahl der mit 
Carboxyfluorescelndiacetat-Succinimidylester (GFDA-SE) 
gefarbten lebenden Zellen, PA/CF = Polyamid 66 + 30 % 
25 Kohlefasern mit elner Elektrodendicke von 1 mm, PC/CF/Gr = 

Polycarbonat + 20 % Kohlefasern + 15 % Graphit mit einer 
Elektrodendicke von 1 ,65 mm, 

RgurU Diagramme einer durchfluss-zytometrischen. Analyse von CHO- 
30 Zellen (Chineslsche Hamster-Ovarzellen) nach Inkubation In 

unterschiedHch behandelten Losungen, a) Anzahl der mit 
Propidiumjodid gefarbten toten Zellen, b> Anzahl der mit 
Carboxyfluoresceindiabetat-Suoclnlmidylester (CFDA-Sfe) 
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^ gefarbten lebenden. Zellen, PP/CF = Polypropylen + 20 % 
Kohlefasern mit einer Elektrodendicke von 1 mm, PPS/CF j= 
Polyphenylensulfid + 40 % Kohlefasern, PA/CF = Polyamid 66 + 
30 % Kohlefasern mil eirier Elektrodendicke von 1 mm und 

Flgur12 elne perspektivische Cfarstellung elner moglichen 
Ausfuhrungsform eines erfindungsgema6en Behalters. 

Figur 1 zeigt elne perspektivische Darstellung einer Versuchsanordnung 1 zur 

10 Demonstration der vorliegenden Erflhdung bzw. zum Testen der 
erTindungsgemaBen Behaiter. Die VersucKsanordnuhg 1 entspricht dem Aufbau 
der erfindungsgemaBen Behaiter und besteht aue einer Abstandhalterplatte 2 
und zwei beidseitig an die Abstandhalterplatte 2 angepressten Elektroden 3, 4. 
Bei der Abstandhalterplatte 2 handeft es sich um eine 2 nim dicke Platte aus 

15 Teflon, die einen u-fdrmigen Ausschnitt 5 aufweist Die Elektroden 3,. 4 
besteheri ^aus elnem Kun$tstoff, der mit mindestens einem ieitfahigen Stoff 
dotiert ist Bei dem Kuhststoff kann es sich beispielsweise um Polycarbonat 
Polyetiieretherketont Polypropylen, Polyamid, Polyphenylensulfid oder eln 
. Gemisch dieser Polymere und/oder einen intrlnsisch leitenden Kunststoff 

20 handeln. Die 3 Schichten, bestehend aus der Abstandhalterplatte 2 urid den 
' beiden Elektroden 3, 4, werden zu beiden Seiten mittels der Kupferplatlen 6, 7 
sand>Arichartlg zusammengepresst. Die Kupferplatten 6, 7 werden zu diesem 
Zweck mittels der Gewindeabschnitte 8, 9 einjsr schraubstockartlgen 
Vorrichtung {nicht dargestellt) aufeihander zubewegt. Wenn die genannten 

25 Schichten zusammengepresst sind, entsteht im Bereich des Ausschnitts 5 ein 
Innenraum 10, dessen Volumen der Aufnahme der Losung bzw. Zellen dient 
Der Innenraum 10 kann Im dargestellten Beispiel ein Volumen von 100 ]x\ 
aufnehmen. Der Innenraum 10 wrd ferner nach unten und zu zwei Seiten durch 
die Innenkanten 11 der Abstandhalterplatte 2 und an den beiden verbleibenden 

30 Seiten durch die Elektroden 3, 4 gebildet. Die Kupferplatten 6, 7 stehen Qbar 
Drahte in elektrischen Kontakt mit den Federkontakten etnes handeisObiichen 
Elektroporationsgerates, d.h. einer Spannungsqueile. Die Elektroden 3, 4 
stehen ihrerseits uber ihre gesamte auBere Oberflache unmtttelbar mit den 
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Kupferplatten In Kontakt. so dass eine optlmale elektrische KontakUerung 
gewahrleistet Ist. Beim . Aniegea eines Spannungspulses zwischen den 
Kupferplatten 6. 7 flieSt also bei der dargestellten Versuchsanordnung 1 ein 
Strom zwischen den Elektroden 3. 4 durch den mlt der Losung bzw.^ 
5 Zellsuspenslongefullten Innenraum 10. 

Figur 2 zetgl die Stromveriaufe von elektrischen Entladungen bei Venwendung 
von erfindungsgemaBen Eleictroden aus Polycarbonat mit 20 % Kohlefasern 
und 1 5 % Graphit (PC + CF + Qr) Im Vergleich zur Verwendung von Aluminlum- 
10 Hel<troden. Es wurde dabel. der Stromfluss durcin zwei unterschiedllche 
Puffertosungeh gemessen (USsung A: 1 00 mlVI Natriumphosphat, pH 7,1 und 25 
W^^' tnM KalUirTicliJorid; Losung B: 140 mM Natriumphosphat, pH 7,1). Es wurde 

jeweils eIn erster Spannungspuls von 1000 Volt und 40 |xs Dauer gesetzt. auf 
den ohne Unjerbrechung ein zwelter Puis mit einer Anfangsspannung (UAnfang) 
15 voh 90 y und einer Ladung von 75 mC folgte.' Gezeigt Ist hier jeweils der 
Stromveriauf des zweiten Pulses.' Es zeigte sich dabei uberraschendenweise. 
dass unter gleichen Bedlngungen mit den ' erfindungsgen^aSen 
Kunststoffelektroden grSBenordnungsmaBig ein Shnlicher Stromfluss erzielt 
werden kann, wie mlt den handelsQblichen Aluminlum-Elektroden (Verglefche,a 
20 und c). Die dotierten Kunststoffe eignen sich also besonders zum kurzzeitlgen 
Leiten hoher Stromdichten. Bei der Venwendung eInes Phospiiatpiiffers ohne 
Chlorid (Losung B) zeigt sich Im Qegensafz zur .Venwendung eines 
chiorldhaltigen Phqsphatpuffers (Ldsung A), dass sich bel- Aluminium- 
Bektroden im Veriauf der Entladung ein sehr hoher Widerstand an. der 
25 Elektrodenoberfiache aufbaut, der bel gleichem Anfangsstrom zu einefn 
drastischem Abfall des Stromijusses fQhrt (b). Bel der Venwendung. von 
dotierten Kunststoffen tritt dieser negative Effekt nicht ein (d), so dass die 
erfindungsgemaBen Behalter bzw. Elektroden. Im Gegensatz zu den 
herkSmmlichen Kuvetten mit Alumlnium-Eleklroden auch fQr die Venwendung 
30 von Phosphatpuffem ohne ChlorkJ geeignet sind. Durch die Verwendung der 
erfindungsgemaBen Behalter Ist man folgllch In . der Wahl der Pufferiosung 
weniger eingeschrankt als bel der Velwendung herkSmmllcher Behalter. 
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FIgur 3 zeigt elne perspektivische Darstellung einer gegehOber der In FIgur 1 . 

dargestellten VersuchsanoixJnung 1 abgewandelterv Versiichsanordnung 12. 

Die Versuchsanordnung 1 gemaB Rgur 1 zeigt einen Aufliau. bei dem die 

Elektroden 3. 4 nach auBen von den Kupferplatten 6. 7 groBflachig mit relativ 
5 groBem Druck kontalitiert werden. Da die KontakBerung der 

ElektrodenauBenseiten beisplelsweise In ©Iner herkdmmilchen 
Elektroporationsapparatur nlcht auf so groBer RSche und nicht mit so hohem 
Druck erfolgt. wurden bei der Versuchsanordnung 12 die Kontaktflachen zu den 
Elektroden- kleinfiachiger gestaltet. Diese Anordnung entspricht daher eher 
10 ■ einer Kontaktiemng duteh Federkontakte und somit den tatsachlichen. in der 
Praxis voriiegenden Verhaitnissen. Zu diesem Zwecls wurden zwischen den 
Elektroden 3, 4 und den jeweils benachbprten Kupferplatten 8, 7 mnde. v- 
formlg gebogene KupferdrShte 13. 14 mit einem Durchmesser von ca. 1,5 mm 
gelegt Rgur 4 zeigt im Folgenden im Vergleich die Stromveriaute mit den. 
15 Versuchanordnungen gemaB Figur 1 und 3. 

Rgur 4 zeigt die Stromveriaute von elektrischen Entladungen bei Venwendung 
von Elektroden aus Polycarbonat mit 20 % Kohlefasem jeweUs fOr die 
versuchsanordnung 1 gemaB Figur 1 (a) und die Versuchsanordnung 12 
20 gemtB Rgur 3 (b). Gezeigt sind jeweils die Stromveriaute des zweiten Pulses 
(1. Puis: 100 V, 40 jxs; 2. Puis: UAnfang = 90 V. 75 mC). Das gleichformige 
Ergebnis zeigt. dass das eiektrische Potential an der Elektrodeninnenseite 
offenbar gleichmaSig Verteilt ist und die Kontaktierungsfiache folgllch kelnen 
limitierenden Faklor bezugllch der Leitfahigkeit darstellt. 

Figur 6 zeigt DIagramme einer durchfiuss-zytometrischen Arialyse transflzierter 
CHO-Zellen. Urn die Funklionalitat der erfindungsgemaSen BehSlter biologlsch 
2U OberprOfen, wurden Transfekdonsversuche unter Vemendung der unter 
Rgur 1 beschriebenen Vereuchsanordnung durchgefQhrt Zu diesem Zweck 
vwrden CHO-Zellen In 100 (il einer geeigneten Pufferldsung, beisplelsweise 
PBS (phosphat buffered saline) unter Zugabe von 5 des Expressions- 
Plasmids pH-2K^(DNA-Vektor, der fQr die schwere Kette eines iVIHC Klasse I 
Proteins aus Maus kodiert) suspendiert und in den Innenraum der 



25 
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Versuchsanordnung OberfOhrt. Die Eiektroporation der ZeHen erfolgte dann 
unter Set^en von zwei Pulsen (1. Puis: 1000 V. 100 Ms; 2. Puis UAnteng - 108 V, 

100 mC) AnschlleBend wurde die Zellsuspension wieder entnommen. in em 
geelgnetes Medium. belspleJsweise RPMI-Medium, Qberfuhrt und nach 20 

5 Stunden Jnkubation bel 37-0 und 5 % COa geerntet: Adh^rente CHO-Zellen 
wurden mit PBS gewaschen und mrt 0.1 % Trypsin . J mM 
Ethylendlamintetraacetat In PBS abgeiost. Die Expression des H-2K^ wurde 
durch Aritikdrperfarbung nachgewlesen (1:100 anti-H-2k^ von Becton Dickinson 
+ 1-50 Berlglobin von Aventis Behring in PBS. 10 Minuten bei 

10 Raumtemperatur). Die toten Zellen warden mit 0.25 jxg/ml Prbpidlumjodid 
angefarbt. Die Analyse erfolgte in einem Durchfluss-Zytometer (FACSoalibur. 
Becton Dickinson). Die Diagramme a) und b) zeigen. dass bei Venwendung von 
Elektroden mit dotiertem Kunststoff (PC/CF/Gr = Polycarbonat + 20 % 
. Kohiefasem, +. 15 % Graphit und PEEK-CF = Polyetheretherketon + 40 % 

15 Kohlefasern) im Vergleich zur Venwendung von Aluminium-^lektroden 
zumindest vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der Transfekliohsefflzlenz 
erzielt werden konnen. Aufgrund der deutiicii gbringeren Mortalitatsraten bei der 
Veiwendung der erfindungsgema6en Elektroden ergibt sich durch das 
gunstigere Verhaltnis von Transfektionseffizienz zu Mortalitat soger .ein 

20 deutlicher Vorteil gegenQber der Venwendung von lierkommilchen Elektroden. 

FIgur 6 zeigt Diagramme elner durolifluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
HL60-Zellen (Humane Lymphomzellen). Die Versuchsdurchfuhrung . und 
Versuchsbedingungen entsprechen den zu Figur 5 beschriebenen. mit der 
25 Ausnahme. dass die Spannungspuise bei der EleklroporaBon abgeSndert 
wuitlen (hier: 1 PuJs: 1000 V. 70 us; 2 Piils: UAnfang = 81 V. 22 mC), Auch hier 
konnten mil den venwendeten Elektroden aus dotiertem Kunststoff Ergebnisse 
erzielt werden. . die denen bei Venwendung von Aluminium-Elektroden 
zumindest vergleichibar slnd- 



30 



Rgur 7 zeigt Diagramme elner durclifluss-zytometrisclien Analyse transfizierter 
Jurkat-Zellen (Humane T-Zelllinie) bei Venwendung erfindungsgemaeer 
Elektroden bestehend aus Polyamid 66. welches mit 30 % Kohlefasern' dotiert 
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wurde. Die Elektroporation wurde hier in 100 \i\ RPMI-Medium ohne Phenolrot 
mit 5 \Ma des Plasmids pEGFP-C1 durch ein Puis von 150 Volt und 5 \xs gefolgt 
. von ejnem Puis mit einer Anfangsspannung von 108 V und einer Ladung von 80 
mC durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte hierbei nach 4 Stunden. Auch bei 
5 diesem Beispiel konnte sowohl die' Transfektionseffizienz als auch die 
Uberlebensrate durch die Verwendung der erfindungsgemaSen Behalter bzw. 
Elektroden aus dotiertem Kunststoff Im Verglelch zu den herkommlichen 
Aluminlum-Elektroden deutlich erhoht v/erden. Die in den Figuren 5 bis 7 
dargestellten Ergebnisse belegen also eindeutig, dass mit den 

10 erfindungsgemaBen Behaltern die TransfektlonsefTizienzen bei der 
Elektroporation im Vergleich zu herkommlichen Kuvetten deutlich erhdht und 
die MortalitStsrate deutlich gesenkt werden kann. Dies Ist vor allem dadurch zu 
erkl^ren, dass mit. den erfindungsgemd6en Elektroden Qberraschenderwelse 
vergleichbare StromflOsse gewahrleistet sind, wahrend die bekannten Nachteiie 

15 durch die Freisetzung von l\4etalMonen aus den Elektroden und somit toxische 
Einflusse auf die Zellen venfnieden werden. 

Figur 8 zeigt Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse transfizlerter 
HUVEC-Zellen (Humane Nabelschriurvenen-Endothelzellen) be! Venwendung 

20 von erfindungsgemaSen Elektroden aus . Polyphenylensulfid mit 40 % 
Kohlefasern im Vergleich zu herkorhmlichen Aiumlnium-Elektroden. Die 
Transfektion erfolgte in einem zellspezifischen Medium mit 5 Vg/lpOl^' Plasmld- 
DNA , wobei in diesem Fall zur Kompensation der geringfQgig geringeren 
LeitfShlgkeit des dotieren Kunststoffs unterschiedlicho Spannungspulse gesetzt 

25 wurden (Puis fur PPS/CF: 1000 V, 100 pis; Puis fQr Aluminium: 500 V, 100 ^is). 
Die Zellen wurden nach 60 Stunden Inkubation durchfluss-zytometrisch auf 
Expression eines fluoreszierenden Proteins untersucht Tote Zellen wurden 
auch hier mit 0,25 fogyml Propidiumjodid angefarbt. Die Ergebnisse zeigen, dass 
die erfindungsgemaSen Behalter grunds&tzlich auch fOr primare menschliqhe 

30 Zellen geeignet sind, Dabel ist auch. hier das Verhaltnis von 
Transfektionseffizienz zu Mortalitatsrate gunstlger als bei der Verwendung von 
herkommlichen Aiumlnium-Elektroden. Dieser Effekt kann noch dadurch 
verstarkt' werden, dass man die effektiv hoheren Widerstande der dotierteh 
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Kunststoffe durch eine Erhohung. der angelegten Spannung kompenslert. Auf 
diese Weise kann eine Anpassung der elektrlschen Verhaltnlsse in der 
Zellsuspenslon bei Venvendung von Elektroden aus dotlertefn Kunststoff 
erfolgen und die Transfektionseffizienz wiBiter gestelgert warden. 

■ ^' Figur 9 zeigt mikroskopische Aufnahmen von CHO-Zelll^ulturen jewells 2 Tage 
nach einer Eleklroporation mlt Alumlnium-Elektroden (a) und Elel^troden aus 
Polyphenylensulfid mit 40 % Kohlefasern (b). Auch hler wurde die gerlngfQgig 
geringere l^itfahigkeit der Elektroden aus dotiertem Kunststoff durch eine 
10 ErhShung des ersten und zweiten Spannungspulses kompensiert (PPS/CF: 
1000 V. 100 us und = 108 V. 100 mC; Aluminium: 500 V. 100 und 

U/vrtang = 76 V, 60 mC). Bei d^r Venwendung von Aluminium-Elektroden zeigen 
sich deutlich sichtbare Prazipitate. von denen einige in a) durch eingefQgte 
Pfeile gekennzeichnet sind. Diese Partlkel legen sich auf die Zelien. Bei einer 
15 Venwendung von Elektroden aus dotiertem Kunststoff sind solchePartikelnicht 

nachweisbar, so dass sich durch die Venwendung der erflndungsgemaSen 
Behalter ein Ausfallen von Prazipitaten offenslchtlich vermeideh ISssL Dies wirkt 
sich zum einen positiv auf die Uberlebensrate der Zellen und ?um anderen 
vorteiihaft auf die weitere Handhabung der Zellen aus. Auch die medlzihische 
20 Kompatibilitat der Elektroporationsprodukte wird dadurch erhSht, so . dass 
beispielsweise die mSgliche Venwendung von transfiaerten primSren Zellen zur 
ex vivo - Qentherapie besonders vorteiihaft beeinflusst wircl. 

Die Rguren 10 und 11 zeigen jeweils' Diagramme einer durchfluss- 
25 zytometrlschen Analyse von Zellen (FIgur 10: HUVEC-Zellen. FIgur 11: CHO- 
Zellen). die Jewells in unterschledlich behandeten LSsungen Inkublert wutden. 
' Um die Auswlrkung.mogllcher zellschadlgender Bestandteile zu untersuchen, 
die aus den unterschiedlkshen Hekirpden aus dotiertem Kunststoff und aus 
Aluminium-Elektroden bei einer elektrlschen Entladung frel weirden kSnnten und 
30 Qber ihre unmitlelbare Wlrkung hinaus mSglichenwelse erst nach den Pulsen In 
der Zellkunur Wlrkung zeigen. wurden die erfindungsgemaBen BehSlter mit 
elnfachen PufferiSsungen. beispielsweise PBS, ohne Zellen beladen und 
drelmal hinterelnahder einem starken Spannungspuls ausgesetzt (Aluminiuim: 
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500 V, 100 pis und UAnhng = 115 V. 100 mC; dotierte Kunststoffe: 1000 V, 100 
pis und UAnfang = 95 V. 112 mC). AnschlleSend wurden 100 der.mlttels der 
unterschledlichen Etektroden gepulsten L6sungen. zu 400 jJ Kulturmedlum 
(EGM-2 BuHetKtt/Clonetlcs) gegeben und darin HUVEC-Zellen (18 Stunden - 
5 Werte: 5 * 10* Zellen. 96 Stunden - Werte: 2.5 * 10* Zellen) bzw. GHO-Zellen 
(20 Stunden - Werte: 10* Zellen. 72 Stunden - Wertef 2 * 10* Zellen) in 24-well- 
Platten ausgesat Die Anzahl der toten bzw. lebenden Zellen wurde nach 
unterschiedlichen Zelten und einer Inkubation bei 37'C und 5 % CO2 
durchfluss^zytometrisch eonlttelt Nach AWosen der Zellen durch 1 ng/ml 
10 Trypsin in 1 , mM Ethylendlaminthetraacetat in PBS und Verelnigung dieser 
Zellen mit dem Kulturflberstand wurde zur EmiitUung der toten ZeMeri 0,25 pJ/ml 
Propidiumjodld zugefQgt Zur Anfarbung der lebenden Zellen wurde 0.2 iM 
Carboxyfluoresceindlacetat-:Succlnlmdyles[ter (CFDA-SB In PBS + 0.5 % 
Rinderaerumalbumin zugegeben. und vor der durchfluss-zytometrischen 
15 Analyse fQr 2 MInuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die absolute Anzahl. 
von Zelten in einem Ansatz zu ermitteln. wurde eine definierte Anzahl von Flow- 
. Count Fluorosphere Beads (Beckman Coulter) zugefQgt, die sich im FACS von 
den Zellen unterscheiden lassen.,Auf diese Weise ileS sich die ermittelte 
Zellzahl auf das gesamte Volumen In der Zellkulturvertiefung extrapolieren. Die 
20 In den.Figuren 10 und 11 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich bei der 
' Verwendung von Etektroden, aus dotiertem Kunststoff im Vergleich zu 
Aluminium-Elektroden ein leichter Vorteil ergibt. Insbesondere nach 4 Tagen 
sind die unter Verwendung von Kupststoff-Elektroden gepulsten Losungen fQr 
das Oberleben und Wachstum von CHOrZellen gunstiger, Bei HUVEC-Zellen 
25 kanh man schon nach 24 Stunden einen positlven EffeW der venwendelen 
Kunststoffelektroden im Vergleich zu den herkommllchen Alumlnlum-Bektroden 
erkennen. Diese Ergebnisse geben also elnen Hinweis auf eine bessere 
Vertraglichkeit von Etektroden aus dotiertem Kunststoff Im Hlnbllck auf die 
Freisetzung zellschadlgender Bestandteile. wobel hter dte hegativen 
30 Auswirkungen nach dem Stromfluss untersucht wurden. Durch die Vemieldung 
der Freisetzung toxischer Metall-lonen wlrd zusatzllch eine bessere blologische 
Kompatibllitat der erflndungsgemSBen Behalter enelcht. Dtese sind folglich vor 
. allem im Hlnbllck auf eine weitere Venwendung der transfizierten Zelten, 
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beispielsweise eine Verwendung von veranderten primaren Zellen zur ©x vivo - 
Gentherapie. deutlich gegenuber herkommllchen BehSIteim bzw. KQvetten Im 
Vortell. 

5 Figur 12 zelgt elne perepekHvteche Darstellung elner, moglichen 
AusfQhrungsform einos erfmdungsgemaBen Behaitere. Der hier dargestellte 
Behatter 20 welst Im wesentlichen dte Form elner herkommlichen KQvette auf. 
Der BehSlter wird durch elne auBere Begrenzung 21 geblldet, welche Ihrerseits 
eineh Innenraum 22 bildet. der zur Aufnahme elner wassrlgen Losung dlent. In 
10 der wSssrigen L6sung kSnnen beispielsweise Zellen. Zellderivate. subzellulare 
Partikel und/oder Veslkel suspendiert sein. Der Behalter kann beispielsweise 
zusatzlich zur wassrigen L5sung oder Suspension auch adharente Zellen, 
Zelidferivate, subzellulare Partlkel und/oder Vesikel enthalten. in zwei parallel 
und gegenQberiiegend • angeordneten Seltenwanden 23. 24 der auBeren 
15 Begren±ung 21 finden sich zwei gleiciifalls parallele Elektroden 25. 26. Die 
beiden Elektroden 25, 26 bestehen aus eiriem Kunststoffmaterial. welches 
erfindungsgeraaB mit zumlndest einem leitfahigen Stoff dotiert ist Bel der 
Dotierung kann es sich beispielsweise urn Kohlefasem. Qraphit. RuB. 
Kunststoffnanotubes oder einen intrinslsch leitenden Kunststoff. oder aber auch 
20 urn eine Kombination einer oder mehrerer dieser Stoffe handeln. Die auBere 
- ' Begrenzung 21 besteht aus elnem transparenten KunststoffmatBrial. dass 
elektrisch nicht-leitend ist. Der erfindungsgemaBe Bfehalter 20 kanh aufgrund 
der Spritzfahigkeit alter seiner Korhpoiienten Im 2-Kompon6nten-SprttzguB 
hergesteUt werden. Dabel wurde Im vorilegenden Fall zunSchst dte auBere 
25 Begrenzung 21 aus dem nlcht-leltenden Kunststoff gesprttrl. In die 
ausgesparten Fenster (nicht mehr slchtbar) wurde durch dte SprttzkanSle 27, 28 
der ebenfalls sprltzfahlge dotierte Kunststoff eingespritzL Auf dlese Welse Ist 
elne auBer^t elnfache und kostengQnstlge Herstellung dea erfindungsgemaBen 
. Behaiters 20 moglich. EIn solcher Behalter 20 In KQvettenfomi ist vor altem 
. 30 dann vortellhaft. wenn dieser In.einer herkdmmllchen Etektroporatipnsapparatur 
venwendet weKlen soil. Jo nach Art der Anwendung stnd alterdings auch alte 
sonstlgen denkbaren und sinnvolten Formen fur eInen erfindungsgemaBen 
Behalter moglich. 
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Liste der verwendeten Abkprzungen: 

AuBer den Im Duden geibrauchltehen; wuiden folgende AbkQrziingen 

5 verwendet 

A Ampere 

C Coulomb 

CHO Chinese hamster ovary 

10 cm Zentlmeter . ' 

DNA Desoxyrlbonuklelnsaure 

Qew,-% Qewlchteprozent 

HL-60 human lymphoma 60 

HUVEC Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen 

15 kV Kilovolt 

mC Millicoiilomb 

mM Millimolar ' = 

ms. Millisekunden » 

PBS. phosphat buffered Saline 

20 pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstofflonen- 
Konzentration • ' 

RNA Ribonukleinsaure 
RPMI Rosewell Park Memorial Institute 

. Mikrogramm 
25 [d MIkrollter • 

jjis Mikrosokunden 
U Spannung 
UAnfang ' . Anfangsspannung 

V Volt . • 

30 
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1 Versuchsanordnung 

5 2 AbstaridhalterplattB ' 

3 Elektrode 

4 Elektrode 

5 Ausschnitt . 

6 KupferplatiB 
10 7 Kupferpljatte 

. 8 Geyyrtndeabschnltt 

9 Gewindeabschnltt 

10 . Innenraum 

1 1 innenkanten 

15 12 Versuchsanordnung 

13 Kupferdraht 

'14 Kupferdraht 

20 Behajter 

.21 aiiBere Begrenzung 
20 22 Innenraum 

23 ' Seltenwand 

' 24 Seltenwand 

25 Elektrode 

26 Elektrode 
25 27 Spritzkanal 

28 Spritzkanal 
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1. BehaJter (20) zur Aufnahme elner wassrigen Losung, und insbesondere 
von Zellen, Zellderivaten, subzellularen Partlkein und/oder Vesikeln, 
welcher zumlndest tellweise von elner auBeren Begrenzung gebildet 1st, 
- die einen Innenraum zur Aufnahme der Losuhg blldet, und welcher 
mindestens elnen Beteich aufwelst, der belm Aniegen einer elektrischen 
. Spannung und einer anschlleBenden Entladung als Elektrode dient, 
dadiirch gekennzelchnet, dass mindestens eine Elektrode (25, ^6) aus 
einem feitfahigen Kunststoffmaterial besteht, das zumindest auf einem 
Kunststoff basierti der mit mindestens einem leltfahigen Stoff dotiert 1st 



2. Behalter nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Dotierung 
aus Kohlefasern, Graphlt, RuS, Kohlenstbffnanotubes und/bder einem 
15 intrlnsisch leitenden Kunststoff besteht 




3. Behalter nach Anspruch 1 oder 2, dadurch. gekennzelchnet, dass die 
. DoUerung In dew Kunststoff In elner Konzenitration von Insgesamt 10-80 
Gew.-%, vorzugsweise 2Q - 60 Gew.-%, vorliegt 



20 



4. Behalter nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadutXJh gekennzelchnet, . dass der 
Kunststoff Polycarbonat Polyetheretherketon. Polypropylen, Polyamld, 
Polyphenylensulfid oder ein Gemlsch dieser Polymere 1st oder zumlndest 
auf einem oder mehreren dieser Polymere basiert und/oder dass der 

25 Kunststoff ein intrlnsisch (eitender Kunststoff ist 

5. . Behalter nach Anspruch 2, 3 oder 4, dadurch gekennzelchnet, dass der 

intrlnsisch ieltende Kunststoff ein PolyanlHn, Polyacetylen, Poly-para- 
phenylen, Poly-para-phenylensulfid, Polypyrrol, Polythlophen, 
30 Polypropylen oder ahnliches jst oder zumindest auf einem oder mehreren 
dieser Polymere basiert. 
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6. Behalter nach elnem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die auSere Bagrenzung (21) aus Kunststoff,. bevorzugt 
transparentem Kunststoff, gebildet 1st. 

7. Behalter nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die auBere 
Begrenzung (21) aus dem gleichen Kunststoff besteht, auf dem auch die 
zumlndest eine Elektrode (25, 26) basiert- 

8. Behalter nach elnem der AnsprQche 1 bis 7. dadurch gekennzelchnet, 
dass die zumlndest eine Elektrode (25, 26) (n die auBere Begrenzung (21) 

. Integriertist 

9. Behalter nach elnem der AnsprQche 1 bis 8, dadurch gekennzelchnet, 
dass dieser zumlndest' zwel Eiektroden (25, 26) aufwreist, die aus dem 
gleichen Material bestehen. 

10. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichrtet, 
dass zumlndest zwei Eiektroden (25, 26) aus unterschiedlichen IMaterfalien ' 
bestehen. 

11- BiBhalter nach elnem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch gekennzelchnet, 
dass zumlndest eine Elektrode (25, 26) aus mit 15 - 40 Gew.-%, ' 
vorzugsweise 20 (3ew.-%, Kohlefasern und 1 - 40 Gew.-%, vorzugsweise 
1 5 Gew.-%, Graphit dotiertem Pdlycarbonat besteht. 

12. Behalter nach elnem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnat, 
dass zumlndest eine Elektrode (25, 26) aus mit 30 - 50 Qew,-%, 
vorzugsweise 40 Gew.-%, Kohlefasern dotiertem Polyetheretherketon 



besteht. 



13. 



Behalter nach elnem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch gekennzelchnet, 
dass zumlndest eine Elektrode (25, ^6) aus mit 20 - 40 Gew.-%, 






vorzugswelse 30 Qew.-%. Kohlefasem dotiertem Polyamid. vorzugswelse 
Polyamid 66, besteht * • 

14 Behafter naoh elnem der AnsprOche 1 bis 10. dadurch gekennzelchnet. 
5 dass zumlndest eine Elektrode (25. 26) aus mit 15 - 40 Gew.-%. 

vorzugswelse 20 Gew.-%. Kohlefasem dotlertem Polypropylen besteht. 

. 15. Behalter naoh elnem der Anspruche 1 bis 10. dadurch gekennzelchnet, 
• dass -zumlndest eine Elektrode (25, 26) aus mlt 30 - 50 Gew.-%, 
10 vorzugswelse 40 Gew,-%, Kohlefasem dotlertem Polyphenylensulfid 
besteht. 

16. Behalteranordnung bestehend aus wenigstens zwei, vorzugswelse 6. 12, 
24, 48, 96 Oder mehr BehSltern nach elnem der Ansprflche 1 bis 1 5. die zu 

15 einer Einheit verbunderi sind. 

17. Verfahren zur Hersteilung der Behalter oder Behalteranbrdnung nach 
elnem der Arispruche 1 bis 16. dadurch gekennzeli^net, dass der Behalter 
(20) Oder die Behaitersinordnung im 2-Komponenten-Sprltzguss hergesteltt 

20 wird. wobel zunSichst die auBere Begrenzung (21) mit mindestens einem 

. ausgesparten Fenster gesprltzt wlrd und anschlleBend zumlndest In das 
rnindestsns eine Fenster das leitfahlgen Kunststoffmaterial aus dotlertem 
kunstbtoff eihgespritzt wird, oder wobel zunachst die mindestens eine 
. Elektrode (25, 26) aus dem dotlerten Kunststoff gespritzt wird und 
25 • anschlleBend urn die mindestens eine Elektrode (25. 26) herum die 
aufiere Begrenzung (21) gesprltzt wlrd. 

18. Verfahren zur Behandlung von Zellen, Zellderivaten, subzelluiaren 
Partikeln. uhd/oder Vesikeln mit elektrischem Strom. Insbesondere zur 
30 Elektroporation oder Elektrofuslon, umfassend: 

a) Cjberfuhren der Zellen, Zellderivate. subzelluiaren Partikel und/oder 
Vesikel in den Innenraum zumlndest eines Behalters (20) nach elnem 
der AnsprOche 1 bis 15 oder zumlndest elnes Behalters einer 
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Behawranordnung nach Anspmeh 16. der Better (20) 

mlndestens eine Elektlt.de (26, 26) aus dem doferten KunstetoH 
aufwelat. eowie zumlndeet eine weltere Beklrode (26, 26) vorgesehen 

6 • b) 'l!Cn etaer elektdsohen Sf^nnuno an die Etektr«len (26, 26) und 
E™!aunge.nesS«.m.us«=.n,lnnen,aum(22)desBehMers(20). 

.19. Verfahran naoh Anspmch 18, daduroh gekennzetehne., dass *r 
etekWache Strom elne Stromdlchte von bis «. 120 A/cm^ voraifls^eise 80 

10 A/cm^ erreicht , • 

20. Verfahi^n nach Anspruch 18 oder 19. wobei biologisch akBve MoIekQIe. 
insbesondere Nuklelnsauren. in der Losung gelost sind und dureh emen 
Spannungspuls mit einer Feldstarke von 2 bis 10 kV W und elner Dauer 
15 von 10 bis 200 pts eih Einbringen dieser biologisch akliven MoJekOIe m 
lebende Zel\en en-eiolit wird. 

VerfahrBn nach Anspruch 20. wobei dae Einbringen def biologisch akdven 
MoiekOle in die Zellen durch einen auf den SpannUngspuIs ohne 
Unterbrechung folgenden Stromfluss mit einer Stromdlchte von 2 bis 14. 
A/cm^ vorzugsweise 5 A/cm^ und einer Dauer von 1 bis 100. ms. 
vorzugsweise 50 ms. erreichtwird. 



21. 

20 



/ 
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Rg. 5 



Anzahl transfizierter Zellen 
♦ (pro 25000) 




Aluminium PC/CF/Gr PEEKTCF 



a) 



35 n 



30 
25 
20 



10 
5 
0 



% tote Zellen (PJ) 



Aluminium PCfCe/Qt PEEkJ^CF 



b) 
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% tal9 ZsUen 




2Dh 72h 20h 72h 20h.72h.a3h 72h 
Aluminium PP/CF .PPS/CF PATCF 




20h 72h 2Dh 72 h 20 h 72h 20h 72 h 
Aluminium PP/CF • PPSTCF PA/Or 



a) 



b) 
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